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Illustration of DNA molecules  labeled with YOYO‐1  (blue) and netropsin  (light gold) 
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sequencing  for  bacterial  diagnostics  and  detection  of  resistance  genes  is  presently 





the  assays  presented  here  relies  on  competitive DNA  binding  between  the  emissive 





used  to  characterize  and  trace bacterial DNA,  responsible  for  the  spread of  antibiotic 
resistance. The mapped bacterial DNA can also be used to  identify bacterial species  in 
complex mixtures and directly from clinical samples. Additionally, so‐called long‐range 
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Deoxyribonucleic  acid  (DNA),  first  isolated by Fredrich Miescher  in  1869  (2),  is often 
referred  to  as  the  “blueprint  of  life.”  Following  the  initial discovery,  there were many 
significant  scientific  contributions  before  James  Watson  and  Francis  Crick  in  1953 
published  the  double‐helix  structure  of  the  DNA  molecule  (3),  based  on  the  X‐ray 




based  on  electrophoretic  methods,  came  in  1977  (4,  5),  which,  after  substantial 
optimization and refinement were used to sequence the first human genomes in 2001 (6, 




(8,  9).  Finally,  so‐called  third‐generation  sequencing  methods  have  recently  been 
developed, allowing for real‐time sequencing of single DNA molecules (10‐12). 
Although sequencing methods have been refined  immensely since 1977,  the process  is 
still,  in many cases, expensive, as well as  time‐consuming, and  the  final assembly,  i.e., 
arriving  at  the  fully  resolved  sequence,  is  not  always  possible.  To  obtain  the  intact 
sequence of a genome,  the genomic DNA  first needs  to be  fragmented, each  fragment 
sequenced, and  the short sequences  (the so‐called reads) puzzled back  together again. 
Even if third‐generation sequencing methods have provided a drastic increase in read‐
lengths,  the  repetitive  regions  and  structural  variations  commonly  found  in  DNA 
hampers the assembly process of reads  into a complete sequence (13). These structural 










using  fluorescence  microscopy.  This  approach  allows  coarse‐grained  long‐range 
sequence information to be read at the single DNA molecule level, enabling the study of 
structural variations without averaging, as well as working with low amounts of sample. 












The  plasmids  were  traced  between  different  bacterial  strains,  species,  and  in  turn, 
between  patients,  by  simultaneously  extracting  information  about  the DNA  size  and 
primary  sequence.  Paper  II  adds  to  Paper  I,  by  introducing  a  CRISPR/Cas9‐based 
approach to detect resistance genes directly from optical DNA maps of single plasmid 
DNA molecules. While  Paper  I‐II  focus  on  bacterial  plasmids,  Paper  III  utilizes  the 
chromosomal DNA for bacterial identification. Extracting up to megabase pair (Mb) sized 
DNA molecules enables highly specific identification of bacteria at the species‐ or even 




DNA  molecules  to  the  human  genome  with  high  precision  without  the  need  for 








































The  nucleotides  are  connected  by  phosphodiester  bonds  between  the  phosphate  and 
























Alterations  in  the DNA  sequence will  change  the  composition  of  amino  acids  in  the 













Antibiotics  are  antimicrobial  drugs  commonly  used  to  treat  and  prevent  bacterial 
infections. Starting with the discovery of penicillin by Fleming almost a century ago (24, 




die every  third second due  to non‐treatable bacterial  infections by 2050, exceeding  the 
death rates of cancer globally (27). 
Bacteria 






Figure  3A  depicts  the  main  components  of  a  bacterial  cell.  The  cell  wall  provides 
structural  strength  and  functions  as  a  barrier  that  separates  the  bacterium  from  its 
surroundings. On the cell wall surface of some types of bacteria there are small finger‐like 

















Termed  by  Lederberg  in  1952  (29),  plasmids  are  double‐stranded,  circular  DNA 
molecules, separate from the chromosome, capable of replicating autonomously. Figure 
3B  shows  a  schematic  representation of  a plasmid,  including  the origin of  replication 
(ORI). The ORI, as indicated by its name, is the DNA sequence at which the replication of 







Even  though  plasmids  are  not  required  for  a  bacterium  to  regulate  and maintain  its 
essential functions, they play a significant role when a bacterium needs to adapt to a new 
environment,  for  instance, when  exposed  to  antibiotics  (32).  Plasmids  easily  spread 
between different bacterial  strains  and  species  (33)  and  are very dynamic,  capable of 





Existing  tools  for  characterizing  plasmids  allow  measuring  plasmid  size,  using  gel 
electrophoresis  (34), group plasmids based on  specific genes, using polymerase  chain 
reactions (PCR) (35, 36), and retrieve the entire sequence, using DNA sequencing (Section 
2.2.2)  (9, 37). However, at present, available methods  for plasmid characterization  that 
provide  enough  information  for  reliable  diagnostics  suffer  from  either  being  slow, 
complicated, or expensive, so far hampering their use in clinics (38‐40). 
Gene Transfer 












Conjugation  is  a  contact‐dependent  process,  aided  by  a  special  pilus  on  the  donor 
bacterium, which attaches to the cell wall of the recipient. DNA polymerase replicates the 
plasmid, and one of the plasmids is transferred to the recipient cell, ending up with one 
copy  in  both  the  donor  and  recipient.  Additionally,  two  protein  complexes, 
transferasomes and relaxomes, assist in the simultaneous transfer mechanism (43). The 
machinery for conjugation is encoded on the plasmid, and due to the number of genes 










and  transfer.  (B) Bacterial  defense mechanisms. A  plasmid  (dark  gray,  center)  encoding  antibiotic








bacterial cell, such as a protein, altering  its  function, and hence altering  the process  in 
which the protein is involved. Targeted cell processes include cell wall synthesis, protein 
synthesis, RNA/DNA synthesis, or vital metabolic pathways. By changing the antibiotic 







capable  of  chemically  altering,  or  degrading,  the  antibiotic. One  example  of  such  an 
enzyme is β‐lactamase, with the ability to degrade antibiotics belonging to the group of 
β‐lactams, including penicillin. β‐lactam antibiotics interfere with the cell wall synthesis 







novel  strategies,  including phage  therapy, antibodies, and antimicrobial peptides  (46). 
Decreasing the use of existing antibiotics via actions such as increased public awareness 
and new policies  for  the use  of  antibiotics  in  agriculture,  together with  reducing  the 







grow  in  samples  acquired  from  patients with  clinical  signs  of  infection  (40).  Rapid 
diagnostics would be beneficial for patients with severe bacterial infections, allowing the 
medical doctor  to prescribe  the most efficient antibiotic  immediately. Moreover,  rapid 








One of  the main reasons behind  the rapid spread of antibiotic resistance worldwide  is 
bacterial plasmids (16, 38, 47). The ability of a plasmid to transfer between different strains 
and species via horizontal gene transfer, as well as their very dynamic nature, have made 
plasmids  ideal  for  acquiring  antibiotic  resistance  genes.  Therefore,  not  surprisingly, 
plasmid‐mediated resistance has recently been reported for last‐resort antibiotics, such as 
polymyxins  (48) and carbapenems  (47), emphasizing  the need  for efficient methods  to 
monitor and study plasmids. 











inheritance.  DNA  replication  is  a  complex  process  involving  a  variety  of  different 
proteins, such as DNA  topoisomerase for unwinding of the dsDNA, DNA helicase for 
breaking  the  hydrogen  bonds  between  the  base  pairs,  and  DNA  polymerase  for 
synthesizing  the new DNA  strand. Even  if  the  replication of DNA  is a highly precise 
process, errors will occur over time, which, in the worst case, can cause genetically linked 
disorders  (50). Moreover,  the DNA  in  our  cells  is  damaged  frequently  by metabolic 
compounds and byproducts, such as reactive oxygen species, or via external factors, such 
as UV light and ionizing radiation (51). Damages to the DNA include altered DNA bases, 




single nucleotide polymorphism (SNPs),  large scale structural variations  in  the human 
genome are also frequently discovered and are many times linked to genetic disease (14). 
Structural variations include insertions, deletions, and inversions of sequences, as well as 
translocations,  in which  a  part  of  the DNA  sequence  shifts  place within  the  genome 
(Figure  6). Moreover,  alterations  in  the  number  of  copies  of  a  gene,  known  as  copy 
number variations (CNVs), can be observed when comparing human genomes (14). 
 
Figure  6: The  size  of  different  structural  variations  in  the  human  genome  (14).  Including  single‐














cleavage  approach  (5). These  basic principles were  after  substantial optimization  and 
refinement during the next two decades used in the Human Genome Project (6, 7). 




hundreds  of  bp  in  size  (13).  The  fragments  are  then  amplified  using  PCR  and  later 
sequenced  individually.  In  order  to  obtain  the  full DNA  sequence,  these  individual 
fragments, termed reads, need to be assembled. By generating many copies of the DNA 
sequence of interest, and relying on the fragmentation process to be random, the idea is 
that  there will be an overlap between different reads, making  them possible  to puzzle 
back  together. New  so‐called  third‐generation DNA  sequencing  technologies  (11,  12), 
relying on high‐quality samples, have made it possible to generate longer read lengths, 
aiding  in  the  assembly  process  of  complex  sequences.  However,  the  process  is, 
unfortunately, in many cases, still far from trivial due to the high variability of the DNA 
sequence. 
For  reliable  sequencing  results,  a  general  guideline  is  that  each nucleotide  should  be 
sequenced several  times, referred  to as coverage. This requires multiple copies of each 
genome in order to assemble the sequence with high accuracy. The need for averaging to 






to  specific  regions  of  a  chromosome,  targeted  rearrangements  can  be  studied with  a 
conventional  fluorescence microscope  (Section 3.3). Even  if FISH provides advantages, 
such as whole‐genome coverage and high sensitivity and specificity, the resolution (~ 100 
kb) is often too low, and the analysis usually time‐consuming. 












as  the  end  to  end  distance  of  the  DNA  when  fully  stretched  and  is  calculated  by 
multiplying the number base pairs with the rise per base pair. The persistence length (𝑃) 

















act as when  free  in  solution.  If  the channel dimensions are  smaller  than  the  radius of 
gyration, but still much larger than the persistence length (𝑃 ≪ 𝐷 ൏ 𝑅ீ), the DNA will be 
weakly  confined  and  can  be  seen  as  a  series  of non‐interacting  blobs with diameters 




















of  the extension will depend on  the  ionic strength of  the solution  (66). For example, a 
lower concentration of ions in the solution will provide less shielding for the DNA from 
its  own  negatively  charged  backbone,  increasing  the  stiffness,  and  thus  increase  the 
degree of extension. 
2.4 DNA – Molecule Interactions 
Small molecules and proteins, such as enzymes, are essential for the biological function 
of  DNA.  Thus,  the  interaction  between  DNA  and  other molecules  is  crucial  for  all 
organisms. The versatile chemical and structural properties of DNA provide a variety of 
possibilities for different molecules to interact. 
2.4.1 Binding Modes 
There are  four main ways a molecule, here  referred  to as a  ligand, can bind  to DNA: 
external biding, binding in the minor or major groove of the DNA helix, and intercalation 
between the DNA base pairs (Figure 8A). Typically, electrostatic interactions between a 

















bis‐intercalating  cyanine  dye  YOYO‐1  (YOYO),  and  the  AT‐selective  groove  binder 
netropsin (Figure 8B‐C). When studying DNA with fluorescence microscopy (Section 3.3), 
the  inherently  non‐fluorescent  DNA  needs  to  be  stained  with  a  dye  to  enable 
visualization.  For  this  purpose,  cyanine  dyes,  such  as  YOYO,  provide  high  binding 
constants  and  display  favorable  photophysical  properties,  including  high  emission 




is virtually non‐fluorescent, but once bound  to DNA,  the rotation around  the methine 




however,  at much  lower  affinities  (68,  69). The  binding  of YOYO will  also  affect  the 

































be  further  dived  into  two  parts,  termed  tracrRNA  and  crRNA.  The  tracrRNA  is 
responsible  for  the  association  to  the  Cas9  enzyme,  while  the  crRNA  provides  the 
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complementary  20  bp  sequence  to  the  targeted  site  on  the DNA molecule. Thus,  the 
sequence of the tracrRNA will stay the same, while the crRNA sequence can be selected 
depending  on  the  site  of  interest  on  the  DNA molecule.  The  only  constraint when 
selecting the crRNA sequence is that it has to be followed by a three‐base sequence (NGG), 













Other  enzymes  capable  of  altering DNA,  but with  shorter  recognition  sites,  such  as 











The phenomenon of  fluorescence was described already  in 1845 by Sir  John Frederick 
William  Herschel  (88)  when  observing  a  solution  containing  quinine  irradiated  by 
sunlight. However,  scientific  knowledge  at  the  time was  not  enough  to  explain  the 
phenomenon observed. Now we know that fluorescence is the emission of light from a 
molecule when returning from a higher energy state to its natural ground state. In this 
chapter,  the  principles  of  light‐matter  interactions  are  briefly  described  (Section  3.1) 
alongside  the properties of a useful  fluorescent molecule, a  fluorophore.  (Section 3.2). 
Furthermore,  an  overview  of  the  basic  principles  behind,  and  components  of,  a 
fluorescence microscope is provided (Section 3.3). 
3.1 Emission of Light 
The  interaction  between  light  (photons)  and  matter  will  depend  on  the  electronic 











horizontal  lines. Undulating  arrows  show  the non‐radiative pathways vibrational  relaxation  (VR),








Following  excitation  to  𝑆௡,  the molecule will  undergo  rapid  relaxation  to  the  lowest 
vibrational energy of the first excited state (𝑆ଵ), via a combination of internal conversion 
and vibrational relaxation. Hence, excited‐state processes can be assumed to only occur 
from  the  lowest vibrational state of 𝑆ଵ, a phenomenon referred  to as Kasha’s rule  (89). 
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Once  in  𝑆ଵ,  the molecule  can  return  to  the  ground  state  via  three main  routes:  non‐
radiative relaxation, emission from the first excited singlet state (𝑆ଵ) and decay through 
the  first excited  triplet state  (𝑇ଵ). For non‐radiative relaxation,  the molecule undergoes 
internal  conversion  from  𝑆ଵ  to  𝑆଴,  followed  by  vibrational  relaxation  (Figure  10), 
dissipating the excess energy to the surrounding environment. Deactivation via radiative 














fraction  of  absorbed  photons  that  result  in  an  emission  event,  measured  as  the 
fluorescence quantum yield ሺ𝜙௙ሻ. 
3.2 Fluorophores 
The  preferred  properties  of  a  fluorescent  molecule,  a  so‐called  fluorophore,  vary 
depending on the application. In general, a high quantum yield, in combination with a 
high molar absorptivity, and a high photostability, is desirable, providing a bright and 
stable  fluorophore.  Besides  brightness,  a  significant  difference  in  the  emission  of  a 
fluorophore when  bound  to  a  target molecule  compared  to when  free  in  solution  is 
advantageous  in  many  applications.  Furthermore,  a  distinct  Stokes  shift  allows  the 













Fluorescence microscopy has been extensively used  throughout  the work presented  in 
this Thesis. In contrast to other optical microscopy techniques, relying on reflection and 










filters, one  for excitation and one  for emission, an objective  to  focus  the  light onto  the 
sample, as well as a detector to record the emitted photons. The light source can either be 
monochromatic or  contain a broad  spectrum of wavelengths. Excitation and emission 
filters  are  usually  combined with  a  dichroic mirror,  possessing  the  ability  to  reflect 
excitation light and transmit emitted light. These three components make up a so‐called 
filter  cube,  which  can  be  changed  to  match  the  maximum  excitation  and  emission 
wavelengths of the selected fluorophore. 
In short, light is sent through the excitation filter to match the excitation wavelength of 
the  fluorophore of  interest. The  transmitted  light  is reflected on a dichroic mirror and 
focused through an objective before reaching the sample. The back‐scattered fluorescence 
emission  is  then  collected  through  the  same  objective  and  transmitted  through  the 
dichroic mirror and emission  filter before  reaching  the detector. Detection  is  typically 










4 Optical DNA Mapping 
 
Optical  DNA mapping  is  based  on  visualizing  long‐range  sequence  information  on 
individual DNA molecules with a resolution on the kilo base‐pair level. The DNA is first 
labeled  in  a  sequence‐specific manner,  stretched,  and  then  imaged, generally using  a 
fluorescence microscope. Since the pioneering work by Schwartz et al. (17), who utilized 
restriction enzymes to cut the DNA molecules at specific sites and visualized the length 
of  the  resulting  fragments  in  an  agarose  gel,  the  field  of  optical DNA mapping  has 



























uniformly  stretched.  Nanofluidic  devices  also  offer  the  possibility  of  automation, 























measure  the  extension  of  a DNA molecule  at different degrees  of  confinement  (105), 





lipid  passivation  (109),  are  available  and  can  prevent  proteins  and  other  biological 
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molecules  from adhering  to  the  channel walls. The DNA  can be  controlled  inside  the 
nanofluidic chip via an electric field or by pressure‐driven flow. For more details on the 
fabrication process of nanofluidic chips and  fluid control,  the  reader  is  referred  to  the 
following reviews (56, 91, 110). 
An  experimental  set‐up  based  on  fluorescence  microscopy  was  used  for  the  work 
presented in this Thesis to visualize and image the DNA when confined in the nanofluidic 
channels. The chip is mounted onto a holder, which, in turn, is placed on the microscope 








is  based  on  incorporating  fluorescently  labeled  nucleotides  at  sequence‐specific  sites 
(Figure 14). First, a nicking enzyme generates a single‐stranded break, referred  to as a 
nick, at  its  recognition site,  typically 4‐7 bp  long. Next, a DNA polymerase  is used  to 
remove  the  original  nucleotides while  subsequently  incorporating  new  fluorescently 
labeled nucleotides along the strand. To determine the start and end of each molecule in 
the fluorescence  images, YOYO  is used  to stain  the full contour of  the DNA molecule. 
Prior to labeling, existing nicks can be repaired, avoiding false positives. Moreover, the 
excess nucleotides can be removed after the labeling reaction to decrease the background 







polymerase  then  removes  the  original  nucleotides  and  incorporates  new  fluorescently  labeled
nucleotides to visualize the site. (B) Methyltransferase based labeling, where an enzyme transfers a co‐
factor to a methylation site. A fluorescent label is either pre‐attached to the co‐factor or attached after












using  a  complementary,  labeled  oligonucleotide. Hastie  et  al.  used  a  different  dual‐
labeling  approach,  using  two  nicking  enzymes with  different  recognition  sites  (113). 
Performing the reactions consecutively, with an intermediate purification step, allowed 
the use of differently labeled nucleotides and, thus, a dual‐color readout. To address the 
limited  specificity  (4‐7  bp)  of  the  available  nicking  enzymes, McCaffery  et  al.  further 
extended the nick labeling assay using a CRISPR/Cas9 based approach, enabling the use 









Similar  to nick  labeling, methyltransferases  can be used  to  label DNA  in  a  sequence‐
specific manner (136, 137). The enzyme recognizes a methylation site, typically four bp 
long, and transfers a co‐factor to the DNA. A fluorescent label is either pre‐attached to the 
co‐factor  or  attached  after  the  co‐factor  transfer  (Figure  14). Vranken  et  al.  used  this 
approach  to  achieve optical maps with nanometer  resolution  (138). Methyltransferase 
labeling has also been used to generate densely labeled DNA profiles, so‐called amplitude 
modulation profiles, taking advantage of the four bp recognition site of the enzyme used, 
which  facilitates  the  dense  labeling  (139,  140).  In  addition  to  nickase  and 
methyltransferase  based  labeling,  there  is  also  the  possibility  to  extract  information 
beyond  the  DNA  sequence.  Applications  include  epigenetic  marks  in  the  form  of 
methylations (141), and hydroxymethylations (142‐145), as well as histone modifications 
(146). As an example, Sharim et al. recently presented a reduced representation optical 
methylation mapping  assay  to  report  on  the methylation  status  of  a  genome  (147). 




















DNA, where AT‐rich  regions will  appear dark,  and GC‐rich  regions bright. With  the 
competitive binding assay, which has been used throughout the work presented in this 













experimental  procedure  and  subsequent  data  analysis.  For  further  details  on  the 
presented research, the reader is referred to the appended papers. 
5.1 Method Development 
The work  presented  in  this Thesis  has  resulted  in  three  different  assays  focusing  on 
characterizing plasmids  (Paper  I‐II),  typing bacteria  (Paper  III), and  studying genetic 













profile  along  the DNA  contour  using  fluorescence microscopy.  For  the  purified  plasmid  samples,





trace plasmids  in  clinical  samples  from  a nosocomial  outbreak  at  a neonatal ward  at 
Sahlgrenska  University  Hospital.  Using  an  approach  based  on  CRISPR/Cas9,  we 
demonstrated in Paper II (details in Section 5.2.2) how the assay could be expanded to 







5.1.1 Experimental Work 
In this section, some general considerations of the experimental procedures in the four 
appended  papers  are  provided.  In  Paper  I‐IV,  different  sources  of DNA were  used; 






















Figure 16:  Illustration of  the emission  intensity profile created by competitive binding of YOYO‐1
(green star) and netropsin (light gray rectangle) to DNA. The extended DNA molecules will have a







each  sample,  it was possible  to  compensate  for minor deviations  in  the  experimental 
conditions, including factors such as ionic strength and nanochannel dimensions. 
The DNA was stained with YOYO and netropsin at high ionic strength at 50 °C to facilitate 
rapid equilibration  (155). The high  ionic strength shields  the negatively charged DNA 
















The  use  of  a  100x  oil  immersion  objective  with  a  numerical  aperture  of  1.46,  in 
combination with an EMCCD camera, sets a resolution limit on the optical DNA maps of 
around 1 kb. The resolution is limited by the dimensions of the nanochannels, governing 





molecule  (circular  plasmid)  in  the  microchannel  (50  μm  x  850  nm)  and  three  DNA  molecules
(linearized plasmids) of different size (50‐95 kb) confined in the nanochannels (100 nm x 150 nm). 
 










5.1.2 Data Processing 
The data analysis tools used for the work presented in this Thesis have been developed 



















dimensional emission  intensity profile, based on  the mean  intensity along  the extended molecule,  is
calculated and saved. Second, the one‐dimensional intensity profiles are stacked underneath each other
to  create  a  kymograph. Third,  the  kymograph  is  aligned  to  account  for  local  and  global molecule









repeated until  the  regions separating  the  fixed pixels are considered small enough.  In 
order to obtain the final average intensity profile, the mean value of each column in the 




A  Pearson Correlation Coefficient  (PCC)  can  be  calculated  to  compare  the  similarity 
between two intensity profiles (Figure 20). The PCC score between two intensity profiles, 
𝑥, and 𝑦, with 𝑛 pixels, is calculated according to Equation (2). 
𝑃𝐶𝐶 ൌ ∑ ሺ𝑥௜ െ ?̅?ሻሺ𝑦௜ െ 𝑦തሻ
௡௜ୀଵ







pixel  at  the  time,  allowing  the  PCC  score  for  each  possible  starting  position  to  be 
calculated.  The  procedure  is  repeated  for  the  flipped  version  of  one  of  the  intensity 







When multiple  copies  of  a DNA molecule with  identical  sequences  are mapped,  an 
average intensity profile, i.e., a consensus intensity profile, can be created to minimize the 
experimental noise. The process of generating a consensus intensity profile can be seen in 
Figure  21.  First,  all  intensity  profiles  are  stretched  to  the  same  length,  followed  by 
calculating the maximum PCC value for all possible pairs of intensity profiles. The two 
intensity profiles that display the highest PCC value will then be merged at the position 
of  the  optimal  shift  and  possible  flip,  representing  an  average  of  the  two  individual 
intensity profiles. Next,  the process  is repeated, with  the new average  intensity profile 












consensus  intensity  profiles  of  bacterial  artificial  chromosomes  (BACs) were  used  in 
Paper IV. 
Theoretical Intensity Profiles – From Base Pair Sequence to Optical DNA Map 
Theoretical  intensity  profiles  can  be  generated  to  compare  an  experimental  intensity 
profile to a known DNA sequence (158, 159). Theoretical intensity profiles are created by 
considering the likelihood of YOYO and netropsin to bind a four bp site along the DNA 









extracted.  Based  on  the  extracted  information,  randomized  intensity  profiles  were 
generated, acting as a reference in order to convert the obtained PCC value, which is size‐













In Paper  III  (details  in Section 5.2.3),  individual  intensity profiles  from mapped DNA 




comparing  an  experimental  intensity profile  to  the  theoretical  intensity profiles  of  all 
bacterial genomes found in the NCBI database. 
5.2 Mapping of Bacterial DNA – Fighting Antibiotic Resistance 
As  previously  discussed,  one  of  the main  reasons  for  the  rapid  spread  of  antibiotic 
resistance  is  horizontal  gene  transfer  of mobile  genetic  elements,  such  as  plasmids. 
Therefore, tools allowing studies of epidemiology and evolution of bacteria are of great 





Two assays were developed  to meet  this need, one  for rapid characterization of  intact 
plasmid molecules, and one for bacterial typing, both based on the previously established 
optical DNA mapping method  using  the  competitive  binding  scheme  of  YOYO  and 
netropsin (154). The advantage of optical DNA mapping compared to existing strategies 
for  bacterial  DNA  analysis  include  the  low  amount  of  sample  required,  as well  as 
obtaining sequence  information  from chromosomal DNA or  intact plasmids on  length 
scales  that are not easily accessible with other  techniques. An overview of  the current 
version of the two assays, developed in Paper I‐III, can be seen in Figure 15. 
5.2.1 Tracing Plasmids During a Resistance Outbreak 
In Paper I, we  investigate how  the size of a plasmid,  in combination with  its  intensity 
profile,  could  be  used  to  trace  plasmids  originating  from  a  nosocomial  outbreak  at 
Sahlgrenska University Hospital (160). The previously established competitive binding 
protocol (154) was adapted to plasmids and evaluated on clinical samples. The circular 




were  created  (Section  5.1.1),  capable  of  causing  single‐strand  breaks  on  the  confined 
circular DNA, using  intense  light exposure. Once  two single‐stranded breaks occurred 






and  ST1444  were  identified,  as  well  as  a  K.  Pneumoniae  strain.  Both  E.  coli  and  K. 
Pneumoniae belong to the family of Enterobacteriaceae, which are well known to express 
ESBLs  (47,  163,  164).  Moreover,  ESBL‐mediated  resistance  is  frequently  located  on 
plasmids  (165‐167).  Thus,  the  resistance  gene  was  suspected  to  be  plasmid‐born. 
However,  it was  not  known  if  there,  in  fact, were multiple  outbreaks  co‐occurring, 





The  aim  of  the  study  in  Paper  I was  to  trace  plasmids  from  the  outbreak  by  both 






well  as  isolates  collected  at  different  time  points  (details  in  Paper  I).  The  detected 
plasmids were characterized by size and intensity profiles. The size of all the plasmids 
















resistance. Moreover, by computing  the p‐value  for all different pairs of plasmids,  the 
results  showed  that  the plasmids  indeed displayed a  statistically  significant degree of 




in  the  DNA  sequence  in  some  of  the  plasmids  also  explains  the  differences  in  the 





















In  parallel with  the work  presented  in  Paper  I,  the  assay was  also  adapted  for  the 




5.2.2 Detection of Resistance Genes on Plasmids 
One of the main limitations of the assay presented in Paper I was the inability to detect 
the presence of resistance genes. For the outbreak studied in Paper I, a modified assay 









of  individual  plasmids  enables  determination  of  if  a  vast majority  of  the  cuts  have 
occurred at the same position along the sequence (Figure 24). By introducing a “balls in 






reveal  the  intensity profile.  Instead,  intact  circular plasmids were used  solely  for  size 
determination  and  pre‐linearized  plasmids  for  obtaining  the  intensity  profiles.  For 
analysis, only  linear  fragments  +/‐  20%  in  size of  the detected  circular plasmids were 
analyzed.  The  positions  of  the  double‐strand  breaks  of  the  corresponding  consensus 
intensity profiles were used to detect the presence, or absence, of the gene of interest. In 
short,  for  a  plasmid  that  harbors  the  gene  targeted  by  Cas9,  the  overall  number  of 
linearized plasmids will be high, mainly consisting of Cas9 cut plasmids, but also some 
plasmids  which  have  been  randomly  linearized  due  to  mechanical  stress  or  light 





stranded break  induced by Cas9  (scissors) will be site‐specific.  In contrast, a double‐stranded break





The  principle  of  the  assay was  demonstrated  on  the  previously  sequenced  plasmid 
pUUH239.2  (pUUH)  (220.8  kb),  harboring  the  common  ESBL  gene  blaCTX‐M‐15. When 
adding crRNA with a sequence complementary to the blaCTX‐M‐15 gene, a vast majority of 
the double‐strand breaks occurred  at  the predicted position  along  the  sequence,  thus 







the samples,  it was possible  to simultaneously  target  two of  the primary gene groups, 
blaKPC  and  blaNDM,  encoding  resistance  against  the  last‐line  group  of  antibiotics, 
carbapenems. For isolate DA49173, the results revealed the presence of two plasmids in 
the sample, where the smaller encoded the resistance (Figure 25). By subsequently testing 
























5.2.3 Cultivation-Free Bacterial Identification 
Whereas Paper I and Paper II focused on bacterial plasmids, the study in Paper III uses 
the chromosomal DNA of bacteria to identify the bacterial species from which the DNA 
originates. Many methods  for  typing bacteria  exist,  such  as  culture‐based phenotypic 
methods,  MALDI‐TOF,  and  16S  rRNA  gene  sequencing  (172,  173).  However,  the 
identification  process  is  many  times  either  expensive  or  time‐consuming.  While 
continuous  improvements  have  allowed  for  the  introduction  of  whole‐genome 
sequencing in healthcare (174), with promising strategies on their way (175), the high cost 





identify  bacteria with  high  sensitivity  and  selectivity. The  intensity  profiles  from  the 
mapped  chromosomal  DNA  molecules  were  individually  compared  to  a  reference 
database consisting of over 10 000 sequenced bacterial genomes and evaluated based on 
their  relative  uniqueness  to  a  specific  species.  An  intensity  profile  was  deemed 
discriminative, i.e., providing useful information, if a high match score was obtained only 
for genomes of the same bacterial species. At least three intensity profiles were required 






discriminative,  all  the  genomes  which  remain  after  applying  the  Cdiff  threshold  are 
54 
required  to  belong  to  the  same  bacterial  species.  A  smaller  Cdiff  will  lower  the 
requirements to obtain a discriminative intensity profile. Thus, a small Cdiff will increase 
the  number  of  intensity  profiles  that  will  be  deemed  discriminative.  However,  the 













a  single bacterial  species,  followed by mixtures of up  to  four  species, as well as non‐






Figure  27: Key  results  presented  in  Paper  III. Outcomes  of  bacterial  identification  from  samples
including a single species, a mix of different species, E. coli samples of different sequence types, and




We  also  investigated  the  potential  of  using  the  intensity  profiles  of  individual DNA 
molecules to discriminate bacteria at the sub‐species level. An initial evaluation of three 
E. coli isolates belonging to different sequence types showed that the assay, in fact, was 






analysis  allowed us  to  identify bacteria  in non‐cultivated  samples  from patients with 
urinary  tract  infections.  Finally,  the  assay  has  the  potential  to  type  bacteria  at  the 








not  only  in monocultures  but  also  in  complex mixtures  and  clinical  urine  samples. 





same  sample.  The  assay  could  either  function  as  a  complement  to  sequencing‐based 




the  assay  can  separate  plasmid molecules  of  the  same  size  based  on  their  intensity 




based methods would  not  reveal  any  information  about  the  sample, while  the  assay 
presented  in  this  Thesis would  still  provide  details  of  plasmid  sizes,  corresponding 
intensity profiles, as well as allow for bacterial identification. 
The assay, in its current form, provides valuable insights and shows great potential to be 















Even  if  successful  in  addressing  all  the  remaining  challenges  raised  above,  the 
competition is intense, and the chances of the assay reaching the market rather slim. So 
far, many impressive strategies for diagnostics of resistant bacteria have been presented, 
including methods  based  on digital  real‐time  loop‐mediated  isothermal  amplification 
(dLAMP) (184), optical detection of bacterial growth rates (185), and sequencing‐based 
methods  (175). For  the  latter,  it should be noted, however,  that even  if whole‐genome 
DNA  sequencing  has  a  vast  potential,  the  use  of  sequencing‐based  assays  in  clinical 
practice  is,  so  far,  still hampered by  the  significant  cost, a  long  turnover  time,  lack of 
standardized databases, and the challenges of predicting the phenotypic outcome from 
genotypic data (176, 186). 
5.3 Mapping the Human Genome Without Enzymes 
While  Paper  I‐III  focuses  on  studying  bacteria,  Paper  IV  targets  the  challenges  of 
studying human DNA. In recent years, optical DNA mapping has been extensively used 
to study structural variations within the human genome, as well as to aid in the assembly 
of  human  genomes  from  DNA  sequencing  data  (Section  4.2)  (106,  116‐135).  A  vast 
majority  of  optical DNA mapping  approaches  have  so  far  been  based  on  enzymatic 



















profile  increased  with  averaging  over  an  increased  number  of  frames.  However, 
increasing the number of frames will also decrease the overall throughput of the assay. 



























the  profiles  that  pass  a  specified  p‐value  threshold  is  also  shown  (dark  gray  triangles).  (E) Visual









DNA was  extracted  from white  blood  cells  isolated  from  human  blood  samples  and 
mapped  to  the  human  genome.  The  results  showed  that  95 %  of  the mapped DNA 
molecules (average size of 333 kb) obtained a p‐value below the threshold of 10‐6. Two 
examples of fits between an experimental  intensity profile and the human genome are 
shown  in  Figure  29A‐B, where  the DNA molecule  in  Figure  29B  displayed  a  highly 












One  advantage  of  using  the  YOYO  imaging  channel  to  gain  sequence‐specific 
information,  and  not  only  to  detect  the DNA  contour,  is  that  an  additional  imaging 
channel is made available. The second (or third) imaging channel can then be used for 
applications  such  as detecting  additional  sequence‐specific marks,  reveling  epigenetic 
information, or detecting DNA damage sites. The latter was used as a proof of principle 
experiment in our study. 
































have provided a drastic  increase  in  read‐lengths,  the assembly process of  reads  into a 
complete  sequence  is  still  hampered  by  repetitive  regions  and  structural  variations 
commonly  found  in DNA. These  structural  variations,  such  as  inversions,  insertions, 
deletions, and translocations, are commonly linked to disease in humans, and, to some 
extent, the spread of antibiotic resistance. Additionally, the excess lead time and overall 
complexity  limit  the  applicability  of  DNA  sequencing  for  bacterial  diagnostics  and 
resistance gene detection. 
With  the  rates  of  bacteria  acquiring  resistance  to  antibiotics  increasing  drastically 
throughout the world, new methods allowing rapid detection of resistant bacteria will be 






work  on  bacteria,  current  and  future  efforts  include  (i)  automating  the  nanofluidic 
experiments, increasing the throughput and the simplicity of the workflow (ii) detecting 
resistance  genes  on  chromosomes  and  smaller  plasmids  (>  30  kb),  and  (iii)  further 
improving  the DNA extraction protocol  to enable diagnostics directly  from additional 
clinical samples, such as fecal samples and blood. 
Also, the assay developed in Paper IV has the potential to function as a stand‐alone tool 
to  study  structural  variations  and  to map  epigenetic  information  across  the  human 
genome.  The  assay  could  moreover  improve  commercially  available  enzyme‐based 
assays  and  aid  in  the  assembly  of  complex  genomic  regions.  To  conclude,  the work 
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